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Rechercheantrag gem. Paragraph 43 Abs. 1 Satz PatG ist gestellt 

@ Screeningverfahren und Kits zum Auffinden antifugaler Substanzen 

® Die Erfindung baut auf die uberraschende Erkenntnis 
auf, das in Candida albicans, einem der bedeutendsten 
humanpathogenen Pilze, eine in die Signaltransduktion 

intrazellularer Proteintransportprozes«&involviertePhos : . - * 

phatidyl inositol 3- Kinase von essentteller Bedeutung fur 
die Virulenz des Keimes im Maus-Candidosis-Modell ist. 
Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von pilzli- 
chen PI 3-Kinasen zum: Auffinden von neuen antifungal 
wirksa men Substanzen mit Hilfe von zellfreien und zellu- 
laren Testsystemen, wobei der EinfluR von Substanzen 
oder Substanzgemischen auf die biologische Aktivitat 
solcher PI 3*-Kinasen untersucht wird. Ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung ist die Bereitstellung von Testkits fur 
den Einsatz von Target-orientierten, zellfreien und zellula- 
ren Screen! ngsyste men zur Suche nach Substanzen mit 
. antifungaler Wirkung. 
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Beschreibung 

Hintergrund der Erfindung 

Ansicigen der Zahlen von Patienten mit einem ge- 
wlmjvhtcn b/w. geschadigten Iramunsystem fuhrt gleich- 
/lU\$ a einem cpidcmiearligen Ansteigen von Erkrankun- 
j:cn. Acr -u Ursachc opportunistische pathogene Pilze sind. 
. Die iin|vrickic ITctc Candida albicans istdabei der Haupter- 
rcL-er im jvNcr Pilzcrkrankungen. Das von ihr verursachte 
KrjnKlK-iivhiKi wird als Candidosis bezeichnet. Urspriing- 
. luh .iN lumiU^er Kommensale der menschlichen Schieim- 
luuiic \« ▼^Minuend, ist C. albicans bei AIDS-Kranken, nach 
Ituuiunvin*rcvMon bei Organtransplantationen oder cherno- 
thcra:vuiiwh Mwndclicri Patienten wie auch bei apde;er>,. 
i i u i n u n h * jvhi c n Me nschen oder Diabetikern in f der t 
Laj;c. vvNtc iiis^lw Mvkosen hcrvorzurufen. Solche ; System- 
in\k»'wn. rvi »:yncn sicli iter Kcim im gesamten Korpcr aus- 
brciict md die inncren- ( >rgane befallt, sind schwierig zu be- 
hamlcln und uciscn cine hone Mortaiitatsrate auf. Das An-, 
geboi der acr/cit atit dem Arcneimittelmarkt befindUchen 
aniiluni:alen Medikanienic isl vollig unzureichend, da ^ies^ 
mil uneruunsehten Nebenwirkungen belastet 3ind, und im 
, Wirtsorpmsmuscine /.u hohc Toxizitat urid' mangelnde 
iSpcy.iliut aul'weisen. AuBerdem werden bei den gegenwar- 
tig veruondcten untifungalen Pharmaka Resistenzpntwick- 
lungen henbacluei. Hin wiehtiges Forschungszael besteht 
deshalb darin.jKue antifungal wirksame Substanzen zu fin- > 
den. ; Die S s -hUisselvoraussel/ung fur eine schnelle und ef- 
fective Suche nach solchen Antimykotika ist die Identifizie- 
rung und Charaktensicrung neuer molekularer Targets in C. 
albicans. Danebcn spiclcn naturlich auch andere humanpa- 
diogenc Pil/jc eine Rolie, auf die sich eine solche \brgehens- 
weise gloichermaBcn anwenden laBt. Ausgehend yon poten- 
tiellen Targets fiir antifungal Substanzen konnen effective 
Testsystemc fiir das Primarscreening entwickelt werden, die 
gleichzcitig cincn hohen Probendurchsatz ermoglicheri, Ei- 
nige potenticllc Targets fiir die Suche nach neuen Leitstruk- 
turen antifungal wirksamer Substanzen sind bereits identifi- 
ziert (Groll ct al. (1998), Trends in Microbiology 6, 
3: 117-124). Fiir eine erfolgreiche Suche nach neuen Anti- 
mykotika steht die Identifizierung weiterer pptentieller Tar- 
gets und die davon abgeleitete Entwicklung .Jarget-orien- 
tierter Testsysteme im Mittelpunkt des Interesses. 

Ein wiehtiges Merkmal eines pathogenen Keimes ist^ 
seine Virulenz. Darunter versteht raan dte Gesamtheit der* 
Faktoren, die die krankmachende Wirkung des Keimes im 
Verlauf der Infektion bewirken. Bei C albicans sind z. B. 
die Adharenz an epitheliale und endothelial Zellen des 
Wirtes und die Sekretion von sauren Aspartylproteasen Vi- 
rulenzfaktoren. Auch die Bildung von Hyphen wird als 
wichtige Vbraussetzung fur die Virulenz von C. albicans an- 
gesehen. Bisher gibt es jedoch keine Hinweise, da6 Pro- 
teine, die bei der Signaltransduktion intrazellularer Trans- 
portprozesse eine Rotle spielen, im Zusammenhang .mit der 
Virulenz stehen. Die Einschrankung bzw Aufhebung der 
Virulenz von C. albicans oder.eines anderen pilzlichen Pa- 
thogens durch Antimykotika ist eine wichtige \fcrausset- 
zung fiir die erfolgreiche Bekampfung einer Mykose. 

Stand der Technik 
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Das Interesse an Proteinen in C, albicans, dip an der Si-, 
gnaltransduktion beteiligt sind, fuhrte zur zielgerichteten 
Suchc nach Phosphatidylinositol 3-Kinascn in dicscm Orga- 

nismus. ■) ' , ■■- 

Die in C. albicans gefundene Kinase CaVps34p (Eck, R.; 
Beer, K.; Wetzker, R.: EMBL-Datenbank-Eintragsnummer 



Y09043) gehort zurFamilie der Phosphoinositid 3-Kinasen 
(PI 3-Kinasen) eukaryotischer Zellen, deren Vertreter wich- 
tige Funktionen bei der rezeptorstimulierten Signaltrans- 
duktion sowie bei der Regulation des intrazellularen Vesi- 
keltransports besitzen. Sie werden aufgrund ihrer Amino- 
sauresequenz, Substratspezifitat, Sensitivitat gegenuber In- 
hibitoren sowie ihrer Zuordnung zu einem spezifischen Si- 
gnaitiansduktionsweg in drei Klassen eingeteilt (Vanhaese- 
broeck et al. (1997), UBS 22: 267-272). CaVps34p gehort 
zur Klasse IB, deren Vertreter das Lipid Phosphatidylinosi- 
tol, ein integraler Bestandteil von Meriibranen, am Inositol- 
ring in 3 -Stellung phosphorylieren. Als erster Vertreter die- 
ser Klasse war ScVps34p aus Saccharomyces cerevisiae 
identifiziert worden (Bankaitis et al. (1986), PNAS 
% 83: 9075-9079); Robinson et al. (1988), MoL Cell. Biol. 8, 
: ii: 4936-4948), PI 3-Kinasen der Klassen I und II konnen 
daneben auch Phosphatidylinositol(4)phosphat sowie 
. PI(4;5)bisphosphat an Position 3 phosphorylicrcn. 

Mit Hilfe genetischer Seiektionsverfahren in der Backer- 
hefe S. cerevisiae wurden mehr als 40 Gene identifiziert, die 
beim intrazellularen Transport vakuolarer Proteine eine 
Rolle spielen (Bankaitis et al. (1986), PNAS 
' g3 : 9075-9079; Robinson et al. (1988), Mol. Ceil. Biol. 8, 
11:4936-4948), Das Genprodukt von ScVPS34 (vacuolar 
protein sorting) Wurde als Teil eines Signaltransduktions- 
kornplexes identifiziert, welcher beim Sorting loslicher va- 
kuolarer Hydrolasen (z. B. Carboxypeptidase Y, Proteinase 
A und B) vom Golgi-Komplex zur Vakuole eine Schlussei- 
rolle spielt (Herman und Emr (1990), Mol. Cell. Biol 10, 
12: 6742-6754), Dabei handelt es sich urn einen rezeptor- 
vermittelten vesikularen TransportprozeB. 

Die Untersuchungen in S. cerevisiae haben ergeben, daB 
das Sorting vakuolarer Hydrolasen (z. B. Carboxypeptidase 
Y) tatsiichlich auf der PI 3-Kinase-Aktivitat von ScVps34p 
beruht (Stack (1995), J: Biol. Chem. 269, 
50: 31 552-31 562). Das gebildete PI(3)phosphat ist auf 
noch ungekiarte Weise in die Knospung und Abschnurung 
der proteinbeladenen Vesikel an der cytoplasmatischen Seite 
des Golgi-Komplexes involviert. 

Es gibt auBerdem Befunde, nach denen ScVps34p auch 
bei verschiedenen Schritten der Endozy tose eine Rolle spielt 
(Gammie et al. (1995), J. Cell Biol. 130: 553-596). 

ScVps34p ist in S. cerevisiae mit der Proteinkinase 
ScVpsl5p' assoziiert. Diese Serin-Threonin-Kinase rekru- 
tiert ScVps34p zur Golgi-Membran und stimuliert iiber die 
membranassoziierte Komplexbildung mit ScVps34^desseu_^ 
PI 3-Kinase-Aktivitat (Stack et al. (1995), J. Biol. Chem. 
269, 50: 31 552-31562; Schu et al. (1993), Science 260. 
* 88-91). ' . ' ' ' 

Nicht alle Prbteintransportprbzesse in Richtung Vakuole 
laufen uber den dargestellten Transportweg. So wird die AI- 
kalische Phosphatase, ein Protein der Vakuolenmembran, 
uber einen altemativen Weg dorthin transportiert (Stack et 
al., log. cit.). 

Mutanten aus S. cerevisiae, bei denen ScVPS34 deletiert 
wurde, sind bei Temperaturen uber 30°C nicht lebensfahig, 
sekretieren losliche vakuolare Proteine und besitzen Defekte 
bei der Vakuolenazidifizierung und -verteilung auf die Toch- 
terzellen (Pryer et al (1992), Ann. Rev Biochern. 
61:471-516); Raymond et al. '(1992), Mol. Biol. Cell 
3: 1389-1402). AuBerdem weisen die Mutanten einen De- 
fekt beim Transport endozy tierter Vesikel hin zur Vakuole 
auf (Munn et al. (1994), J. Cell. Biol. 127: 373-386). 

Auch in Humanzellen wurde eine Phosphatidylinositoi- 
spczifischc PI 3-Kinasc gefunden (Volinia ct al. (1995), 
EMBO J. 14: 3339-3348); Panaretou et al. (1997), J. Biol. 
Chem. 272: 2477-2485). Diese zeigt auf Aminosaureebene 
37% Identitat zu ScVps34p aus S. cerevisiae, Trotz dieser 
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Sequenzhomologie gibi es jedoch biochernische Unter- 
schiede in der Sensiti vital gegeniibcr dem bekannten PI 3- 
Kinase- Inhibitor Wortmannin und gegeniiber geringen Kon- 
zentrationen eines nichtionischen Detergenz. AuBerdem fin- 
del nur bei ScVps34p aus S. cerevisiae eine Autophosphory- 
lierung statt (\blinia et al. log. cit). 

Beschreibung der Erfindung 

CaVPS34 aus C. albicans .wurde zunachst rholekularge- 
nciisch charakterisiert. Miucls Southemanalyse konnte ge- 
zcigt werden, daB das Gen nur in einer einzigen Kopie irn 
Genom von C. albicans vorliegt (single-copy Gen), AuBer- 
dem wurde die Expression des Gens unter verschiedenen 
Wachsiumsbedingungen untersucht Die Expression von 
( aVPS34 konnte unter alien getesteten Wachstumsbedin- 
gungen nachgewiesen werden. Wahrend der exponentiellen 
Wachslumsphasc dcr SproBzcllcri.und wahrcrid dcr Bildung 
von Hyphen versiarkt sich die Transkriptiori des Gens auf 
das 8- bis lOfachc. Die Regulation der Expression von 
CaVPS34 korrelicrt mil dem intensiven MetaboKs'mus der * 
Xcllcn. unter dicscn Bedingurigen/'VoraussetzUng fur die 
weiierc funktioneilc Charakterisierurig von Ca!vTS34 in C. 
albicans war die. Hcrstellung eirier CaVPS.W^uttmutante. 
Da C albicans diploid isl urid keinesexueile ^hase aufweist 
muBic die Disruption beider Allele des Gens sequeritiell er- 
folgen. Das wurde durch ein wie<ierri61tes Replacement von 
CaVPS34 durch eine Rerx>rter^en'-K^ Die 
Lebensiahigkeit der homozygoten' Mutante : zeigt, daB es 
sich bci CaVPS34 in C. albicans .riicht.um ein essentielles 
Gen handelt. V 

Es folgte die.phanotypische Cnarakterisierun^ der Mutan- 
ten, Zunachst wurden dabei morphologische Charakteristika 
verg lichen. Dabei zeigte die. heterpzygote Mutknte keinen 
Unterschied zum Wildtyp. Die Zellen der NtiUmulante'sind 
jedoch yergroBert und weisen zu einem hoheri Prozeritsatz. 
stark vergroBerte Vakuolen auf, wobei fast das gesamte Lu- 
men der Zellen durch die Vakuolen ausgefulft ist. Auch das ' 
Wachstum beider Mutanten wurde vergleichend zum Wild- 
stamm untersucht. Dabei zeigte die' Nullmutanie ein ver- 
langsamtes Wachstum. V . r ^ . : 

Die Fahigkeit von C. albicahs,TIyphen zu bilden, wird als 
ein wichtiger Vimlenzfaktbr'diskutiert In 'diesem Zusam- 
menhang wurde ujberpriift ob a^e'CaWS34-Mutanten noch 
in derLage si nd, den, morphologischen Switch vom SfiroB- 
jZellwachstum zum, hyphalen Wachs^umV (Dimorphismusr 
auszufuhren^Un^er* verschiedenen Hypheriindukuonsbedin- 
gungen wurde -gezeigt,. daB das pehlen vpti CaVPSM die 
Bildung von Hyphen deutlich verzogert. ' ; ' ' '" ' 
. ; Untersuchupjgen zurn t Verhalten der Mutanten bei osmoti- 
t scjiem StreB- ausgelost, durch Nad oder KCl ergaben ; eine' 
.erhohle,Sensitivi^ Diese man- 

gelnde Anpassuhg an clen osmotischen StreBist.Wahrschein- . 
lich auf die eingeschrankte Funktionsfahigkeit def \&kuole : 
in der Nullmutante zuruckzufuhren. ; . ' ' : ' • ' 

Eine wichtige .ybraussetzung, fur die Pathbgenese einer 
systemischen Candida-Infektion ist ciie Adharenz vbri Can- 
dida-Zellen an Hurnanzetlen (Epithelien und Endotheiien). 
Die Adharenz ist eirie rier Bedingungen fur die Penetraudn 
von Candida ins Gewebe.und damit fur die Ausbreiturig der 
Infektjon, Esexisuereri eirie Reihe etablierler Tests, mit de- 
ren Hilfe die Adharenz" quantitatiy .ermittelt werden kann. 
Der verwendete Ansatz geht auf den Nachweis der adharier- 
ten i Zellen durch Calcofluor^arbung und Huoreszenzmes- ' 
sung zuriick (Borg-von Zcpclin ct aL '(1995), Mycoses 
3.8: 339-347). Die Adharenzversuche wurdeh mit Maus-Fi- 
broblasten und HeLa-Karzinomzellen durchgefuhrL Die^ 
Aclharenz der CaVPS34~Nullmutante an diese Zellen war 
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unter den getesteten Bedingungen fast vollstandig gehemmL 
Dieses uberraschende Ergebnis wies erstmals auf ein 
moglicherweise verandertes Virulenzverhalten von C. albi- 
cans-Zellen, denen die von CaVPS34 kodierte PI 3-Kinase 
fehk, bin. Bisher war nicht bekannt, daB zwischen dem in- 
trazellularen Transport von Proteinen und der Adharenz an 
andere Zellen ein solcher Zusammenhang besteht 

Aus diesem Grunde wurde zunachst im alternativen Tier- 
modell untersucht, inwieweit das Fehlen von CaVPS34 ei- 
nen EinfluB auf die Virulenz von C\ albicans hat Im Hiih- 
nerei-Candidosis-Modell (Hard et al. (1995), Drug Research 
45 (II), 8: 926-928) konnte eine signifikante Abnahme der 
Virulenz der CaVPS34-Nullmutante gegeniiber dem Wild- 
stamm nachgewiesen werden. Der Nachweis einer mogli- 
chen Beteiligung von CaVPS34 an der Auspragung einer 
Candidosis war die Voraussetzung fur die DurchfUhrung 
enisprechender Uniersuchungen im Maus-Candidosis-In- 
fcktiohsmodcll. 

Das Maus-Candidosis-Modell ist der derzeit weltweit 
anerkannte Virulenztest fur pathbgene Keime. Uber einen 
Zeitraum von drei Wochen wurde die Uberlebensrate von 
Mausen verglichen, denen a) C. albicans Wildtypstamni- 
Zelleh oder b) C. albicans CaVPS34-Einfachmutanten-Zel- 
len oder c) C. albicans CaVPS34-Nullmutanten-Zellen in 
drei verschiedenen Keinikonzenu-alionen inlravenos appli- 
ziert worden waren, Dabei stellte sich heraus, daB die Aus- 
pragung einer systemischen Candidosis mit Befall der Nie- 
ren und anschlieBendem Nierenversagen durch die Einfach- 
mutante im Vergleich zum Wildtypstamm langsamer ver- 
laufL \fon ausschlaggebender Bedeutung fur die Identifizie- 
rung von CaVps34p als Target fur antifiingale Substanzen 
war jedoch die beobachtete Avirulenz der Nullmutante 
' (Abb. 1). Die Uberlebensrate der mit der CaVPS34-Null- 
' mutante inokulierten Mause betrug nach 20 Tagen in alien 
Keimzahlen 100%.' Nach AbschluB des Versuches wurden 
die^Nieren dieser Tiere untersucht, wobei kein Vorkommen 
■ von Candida-Zellen festgestelh werden konnte. 

Tn einem weiteren Venuch wurden je drei Mause pro 
Candida-Stamm drei Tage nach der Keimapplikation getotet 
iind auf den Befall ihrer Nieren mit C. albicans untersucht. 
Dabei : wurde im Gegensatz zu Wildtypstamm und Einfach- 
mutante keine Besiedlung der Nieren der mit der CaVPS34- 
Nullmutante infizierten Mause fdstgestellt 

Diese Ergebnisse belegen die voflig uberraschende Tatsa- 
che, daB CaVps34p eirie zellulare Funktion besitzt, die fur 
die Virulenz von C. albicans von essentieller BedetftQng ist- 
r Daraus ergibt sich die Moglichkeit, CaVps34p als Target 
fiir'antifungale Substanzen in geeigneten Testsystemen ein- 
zusetzeri. Die Lipidkinasefunktion der von CaVPS34 ko- 
dierten PI 3-Kinase eignet sich beispielsweise hervorragend 
fur ein Screening mif hohem Durchsatz. 

Fur die Etablierung eines PI ^-Kinase- Assays mit C. albi- 
cans wurde untersucht, welche PI 3-Kinase- Aktivitaten in 
"Wildstamm und Nullmutainte'vorliegen. C. albicans Protein- 
rohextrakte wurden in cytosolische und membrandse Frak- 
tionen aufgeu*ennt und im in vitro Assay der PI 3-Kinaseak- 
u vital eingesetzL Im Wilds Lamm war die PI 3-Kinaseakti vi- 
tal" der Membranfraktion- hoher als die des Cytosols. Die 
Nullinuiahlte zeigte eine geringe PI 3-Kinase-Restaktivitat. 
Durch Zugabe von Phosphatidyiinositol(4)phosphat und 
Phosphatidylinositol(4^)bisphosphat zum PI 3-Kinase-As- 
say wurde das Substratspektrum der in C. albicans vorkom- 
menden PI 3-Kinase(n) untersuchL Unter den gewahlten Be- 
djngungen wurde ausschlieBlich Phosphaudylinositol phos- 
phprylicrti , 

/ * In einem weiteren Versuch wurde die Hemmbarkeit mit 
dem bekannten PI 3-Kinaseinhibitor Wortmannin unter- 
sucht Die PI 3-Kiriaseaktivitat der Proteinexirakte des 
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Wildstamms wurde durch micromolare Konzentrationen 
yon Wortmannin deutlich gehemmt. 
. Die PI 3-Kinase CaVps34p aus C. albicans wurde sorait 
unerwarteterweise als neuartiges molekulares Target fur die 
anlif ungale .Therapie identifiziert und bildet damit die Vbr- 5 
aussetzung fur das Auffinden neuer Substanzen rnit antimy- 
kodscher Wirkung. 

Diese Erkenntnis wird erfindungsgemaB fur die Etablie- 
rung von zellfreien und zellularen Testsystemen zur Suche 
nach Inhibitoren pilzlicher PI 3-Kinasen genutzt, wobei der 10 
Schwerpunkt auf C albicans liegt. Die folgende Erfindungs- 
beschreibung bezieht sich auf C. albicans als bevorzugte 
Ausfuhrungsform, kann aber in analoger Weise auch auf an- 
dere Pilze ubertragen werden. 

Die Erfindung betafft die Verwendung von pilzlichen PI 15 
3-Kinasen zum Screening nach antifungal wirksamen Sub- 
stanzen. J . 

Die crfindungsgcniaBc Vcnvcndung crfolgt in zclifrcicri 
oder zellularen Testsystemen. 

Ein zellfreies Testsystem ist z. B. 20 

a) ein System zur Bestimmung der PI 3-KinaseakUvi- 
tat unter dem EinfluB zu testender Substanzen, oder 1 

b) ein Verfahren zur Untersuchung der Interaktioneti 
pilzlicher PI 3-Kinasen mil anderen Proteinen unter 25 
dem EinfluB zu testender Substanzen. 

Ein zellulares Testsystem ist z. B. 



a) ein zellulares System zur Untersuchung der Wir- 30 
kung von Substanzen auf einen eine PI 3-Kinase iiber- 
exprimierenden Pilzstamm im Vergleich zu einem Re- ■ 
ferenzstamm, oder 

b) ein System zur Untersuchung der Interaktionen 
pilzlicher PI 3-Kinasen mit anderen Proteinen unter 35 
dem EinfluB zu testender Substanzen, oder 

c) ein System zur Untersuchung des Einflusses zu te- 
stender Substanzen auf die Transkription von Genen 
pilzlicher PI 3-Kinasen. 

40 

Eine pilzliche PI 3-Kinase im Zusammenhang mil der 
vorliegenden Erfindung ist z. B. CaVps34p aus C. albicans 
oder eine zu CaVps34p aus C. albicans funktionshomologe 
Phosphatidylinositol 3-Kinase aus einem anderen pilzlichen 
Organismus. Dieser kann z. B. aus der Gruppe der human-^ 45 
pathogenen Pilze, zu der neben Candktor^lbicans auch C.* : 
stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. gla- 
brata, C. pseudotxopicalis, C. guillermondii, C. rugosa, As- 
pergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans, A. ter- 
reus, Rhizopus oryzae, Absidia corymbifera, A. ramosa, 50 
Mucor pusillus, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, 
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis und andere 
gehoren, ausgewahlt werden, oder aber ein nicht humanpa- 
thogener Pilz wie z. B. Saccharomyces cerevisiae, Schizo- 
saccharomyces pombe oder Kluyveromyces lactis sein. Be* 55 
vorzugt ist die PI 3-Kinase CaVps34p aus C. albicans. 

Eine Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Testung von 
reinen Substanzen oder Substanzgemischen auf ihre inhibi- 
torische Wirkung auf die PI 3-Kinaseaktivitat aus C. albi- 
cans oder anderen relevanten Pilzen. Die PI 3-Kinaseaktivi- 60 
tat wird im Mikrotiterplattenformat oder einem ahnlichen 
Verfahren, welches einen hohen Durchsatz zu testender Sub- 
stanzen erlaubt, gemessen. Ein solcher PI 3-Kinaseaktivi- 
tatstest kann im wesentlichen wie in der Literatur beschrie- 
ben durchgefuhrt werden (Stack ct al log. cit.). ' 65 

Der Testansatz besteht a) aus dem auf eine der weiter un- 
ten genannten Moglichkeiteri gewonnenen Enzym, b) dem 
Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthaltend Phosphati- 



dylinositol), c) ATP und ty- 32 P] ATP als Phosphorylierungs- 
reagenz, d) dem Reaktionspufifer sowie e) verschiedenen 
Konzentrationen der zu testenden Substanz. Die Reaktion 
wird mit der zu testenden Substanz vorinkuhiert, durch 
ATP-Zugabe gestartet und nach 5 min mit HC1 abgestoppt. 
Daran schlieBt sich die Extrakdon der Lipide an. Der Anteil 
des eingebauten 32 P wird nach Zugabe eines fliissigen Scin- 
tillators in einem Cerenkov-Counter vermessen. Als Ver- 
gleich wird ein PI 3-Kinase-Standard- Assay ohne Zugabe 
von Substanzen durchgefuhrt. Liegt der gemessene Wert fur 
eine Probe mit Substanzzugabe unter dem Wert des PI 3-Ki- 
nase-Standards, so besitzt diese Substanz inhibitorische 
Wirkung auf die PI 3-Kinase-Aktivitat. 

In solchen Testsystemen werden als mogliche Ausfuh- 
run'gsformen der Erfindung Zellextrakte von C. albicans, re- 
kombinant hergesteUtes CaVps34p oder immunprazipitier- 
tes CaVps34p fur einen PL3-Kinaseassay eingesetzt. 

Protcinrohcxtraktc aus C. albicans oder anderen relevan- 
ten Pilzen werden hergesteilt, indem Zellen aus der logarith- 
mischen Wachstumsphase in einem geeigneten Puffer auf- 
genommen, aufgeschlossen und die Homogenate mittels 
Zentrifugation von den Zelltrunimern abgetrennt werden. 
Eine weitere Moglichkeit besieht darin, durch eine anschlie- 
Bende Ultrazentrifugation cytoplasmatische und membra- 
nose Frakdonen abzulrenneri und anschlieSend ini PI 3-Ki- 
nase- Assay einzusetzen. 

Fiir die Gewinnung von rekombinantem CaVps34p eig- 
nen sich vor allem eukaryodsche Expressionssysteme, da 
hier notwendige posttranslationale Modifikationen in vivo 
erfolgen konnen. Die Auswahl solcher Expressionssysteme 
ist groB, Beispiele sind Saccharomyces cerevisiae, Schizo- 
saccharomyces pombe, Insektenzellkulturen (Sf9), die das 
Baculovirus-System enthalten oder auch humane Zellinien 
(z. B. COS7). Dazu wird die proteinkodierende Sequenz in 
an sich bekannter Weise in einen entsprechenden Expressi- 
onsvektor kloniert. Um das gewunschte Protein nach der 
Expression gut aufreinigen zu konnen, wird es als Fusions- 
protein z. B. mit Glutathion-S-Transferase oder einem Poly- 
histidin-Peptid (His-Tag) hergesteilt und nach der Reini- 
gung uber Glutathion-Sepharose bzw. Nickel-NTA wieder 
abgespalten. AnschlieBend wird das gereinigte Protein im PI 
3-Kinase-Assay eingesetzt: 

Eine andere Moglichkeit der Gewinnung von CaVps34p 
besteht in der nativen Immunprazipitation aus Zellextrakten 
von C. albicans mit Hilfe von Antikorpern. 

CaVps34p kann als weitere Moglichkeit auch eus transr- 
formierten C. albicans- oder S. cerevisiae-Zellen immunpra- 
zipitiert werden, die das Candida-Gen auf einem Multicopy- 
Plasmid enthalten. CaVps34p kann aus diesen Zellen eben- 
falls durch partielle Reinigung mittels Ammoniumsulfatfal- 
lung gewonnen werden. AuBerdem konnen auch Proteinro- 
hextrakte bzw. Proteinfrakdonen solcher Zellen im Test ein- 
gesetzt werden. 

Die Erfindung umfaBt weiterhin die Testung von Substan- 
zen auf ihre mogliche inhibitorische Wirkung auf die Inter- 
akuon von CaVps34p mit anderen Proteinen beispielsweise 
mit Hilfe eines Affinitatssensors. Dabei wird CaVps34p auf 
der Sensoroberflache immobilisiert. Nach Zugabe eines 
moglichen Interakdonspartners (z.B. CaVpsl5p, Ca- 
Secl4p) und der zu testenden Substanz kann die Starke und 
Kinetik der Interaktion gemessen werden (Buckle et al. 
(1993), Biosens. Bioeiectron. 8:355-363; Cush et al, 
(1993), Biosens. Bioeiectron 8:347-353; Rubio et al. 
(1997), Bio Techniques 22: 269-271; End et al. (1993), J. 
Biol. Chcm. 268: 10 066-10 075). 

Die erflndungsgemaBe Verwendung von CaVps34p oder 
einer anderen pilzlichen PI 3-Kinase kann auch als Target in 
einem zellularen Testsystem, welches auf der Uberexpres- 
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sion des genannten Proteins in einem enisprechenden euka- 
ryotischcn System (C. albicans fur CaVps34p) beruht, erfol- 
gen (Europaische Paientanmeldung Nr. 816.511). 

Grundlage dieses Tests isu daB Tel len, die ein bestimmtes 
Protein in vielfach hoherer Konzentration als normal enthal- 5 
ten, gegenuber einem Inhibitor dieses Proteins eine gerin- 
gere Sensitivitat aufweisen. Die Wirksamkeii einer be- 
stimmten Substanz als Inhibitor des, Zielproteins ist am 
deutlich schlechteren Wacnstum des Konirollstammes im 
Vergleich zum Uberexpressionsstamm erkennbat Die An- to 
wendbarkeit dieses Testsystems hangt vom Effekt ab, den 
der Aktivitatsverlust der PI 3-Kinase auf den pilzlichen Or- 
ganismus hat. Fur C. albicans konnte durch die Erzeugung 
von CaVPS34-Nullmutanten gezeigt werden, daB in diesem 
Fall das Wacnstum l,8fach verlangsamt ist. 15 

Im konkreten Fall v»ard CaVPS34 in an sich bekannter 
Weise in einen Uberexpressionsvektor kloniert und in C. al- 
bicans aransforrnicrt. Parallel dazu crfolgt die Transforma- 
tion mit dem Ausgangsvektor. Nach Zugabe potentieller In- 
hibitoren und einer gewissen Inkubationszeit wird das 20 
Wachstum derZellen mit uberexprimierter Phosphatidylino- 
sitol 3-Kinase mit dem Wachstum der Kontrollzellen yergli- 
chen. DieMessung des Wachstums der Zellen in Mikrotiter- 
platten crfolgt durch turbidimetrische Verfabren. Die gete- 
slete Substanz besilzl inhibilorische Wirkung aiif 25 
CaVps34p, wehn die Kontrollzellen deutlich schlechter als 
die iJberexpressionszellen wachsen. 

Die Testung der moglichen inhibitorischen Wirkung von 
Substanzen auf die Interaktion von CaVps34p mit anderen 
Proteinen kann in einer weiteren moglichen Ausfuhrungs- 30 
form der Erfindung durch den Einsatz von Zwei-und Multi- 
hybridsystemen in S. cerevisiae erfolgen (Chien et al. 
(1991), PNAS 88: 9578-9582); Munder und Furst (1992), 
Mol. Cell. Biol. 12, 5: 2091 2099). Dabei wird eine pi'zli- 
che PI 3-Kinase z. B. als Fusionsprotein rnit der DNA-Bin- 35 
dedomane des Transkriptionsfaktors G AL4 (Chien et al . log. 
. cit.); und das interagierende Protein als Fusionsprotein mit 
der Aktivierungsdomane von GAL4 in S. cerevisiae als zel- 
lulares System hergestellt. Nur bei einer stattfindenden In- 
teraktion der beiden Proteine kommt es zur Transaktivie- 40 
rung und damit zur Expression des hinter der DNA-Binde- 
domane des Transkriptionsfaktors befindlichen Reporter- 
gens. B- einer Hemmung der Wee hsel wirkung der unter- 
suchten pilzlichen PI 3-Kinase und dem Effektorprotein 
durch Testsubstanzen unterbleibt die Expression des Repor- 45 
tergens. ■ - - ~ • * - * : 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Testung von 
Substanzen auf ihre direkte Wirkung auf die Expression von 
CaVPS34. Dabei werden die Northemanalyse oder zellulare 
Reportersysteme (Heim und Furst (1997), BlOforum 50 
. 11: 597-602) angewendet. 

Eine weitere Ausfuhrungsforrn der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft die Bereitstellung von Testkits zum Screening 
nach antifungalen Sustanzen, gekerinzeichnet dadurch, daB 
darin eine pilzliche PI 3-Kinase enthalten ist. 55 

Die Testkits sind bei spiels weise dadurch gekennzeichnet, 
daB 

a) die Komponenten eines zellfreien PI 3- Kinase- As- 
says, oder 60 

b) die Komponenten fur ein zellfreies Testsystem zur 
Untersuchung der Interaktionen pilzlicher PI 3-Kina- 
sen mit anderen Proteinen unter dem EinfluB zu tester;: 
der Substanzen, oder 

c) die Komponenten cincs zellularen Testsystems auf 65 
der Grundlage des Vergleichs des Wachstums eines PI . 
3-Kinase-Uberexpressionsstammes im Vergleich zu ei : '[ 
nem Referenzstamm unter dem EinfluB zu testender 



Substanzen, oder 

d) die Komponenten eines zellularen Testsystems zur 
Untersuchung der Interaktionen pilzlicher PI 3-Kina- 
sen mit anderen Proteinen unter dem EinfluB zu testen- 
der Substanzen (Zweihybridsystem), oder 

e) die Komponenten eines zellularen Testsystems zur 
Untersuchung des Einflusses zu testender Substanzen 
auf die Transkription von Genen pilzlicher PI 3-Kina- 



darin enthalten sind. 

Die Komponenten eines zellfreien Testkits fur einen PI 3- 
Kinase- Assay umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) das 
Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthaltend Phosphau- 
dylinositol), iii) ein Gemisch aus ATP und [Y- 32 P]ATP,iiu) 
den Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien Elisa-Testkits fur einen 
Lipidbindungs- Assay umfassen i) cine pilzliche PI 3-Ki- 
nase, ii) deren Antikorper iii) an einen Trager gebundenes 
Phosphatidylinositol, iiii) den BindungspufFer, iiiii) ver- 
schiedene Waschpuffer, iiiiii) enzymkonjungierte anti-IgG- 
Antikorper (Enzym konnte zum Bei spiel die Peroxidase 
sein), iiiiiii) EnzymreaktionspufTer. 

Die Komponenten eines zellfreien Testkits fur einen Pro- 
lei nkinase- Assay umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) 
das Proteinsubstrat, iii) ein Gemisch aus ATP und If 32 ?] 
ATP, iiii) den ReaktionspufTer. 

Die Komponenten eines zellfreien ELIS A-Testkits fiir ei- 
nen Proteinkinase-Assay umfassen i) eine pilzliche PI 3-Ki- 
nase, ii) das Proteinsubstrat, iii) Antikorper gegen eine 
phosphorylierte Aminosaure, iiii) BindungspufFer, iiiii) 
Waschpuffer, iiiiii) Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien Testkits fur einen Au- 
tophosphorylierungs-Assay pilzlicher PI 3-Kinasen umfas- 
sen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) ein Gemisch aus ATP 
und fy- 32 P] ATP! iiii) den Reaktionspuffer. 

Die Komponenten eines zellfreien ELISA-Testkits fur ei- 
nen Autophosphorylierungs-Assay pilzlicher PI 3-Kinasen 
umfassen i) eine pilzliche PI 3-Kinase, ii) Antikorper gegen 
eine phosphorylierte Aminosaure, iii) BindungspufFer, iiii) 
Waschpuffer, iiiii) ReaktionspufTer. 

Ein Testkit fiir die zellfreie Untersuchung von Interakuo- 
nen einer pilzlichen PI 3-Kinase mit anderen Proteinen ent- 
halteine pilzliche PI 3-Kinase und mindestens ein interagie- 
rendes Protein (z. B. pilzliches Vpsl5p). 

Komponenten eines Testkits fur ein ze-llu lares Testsystems 
auf der Grundlage des Vergleichs des Wachstums eines PI 3- 
Kinase-Uberexpressionsstammes im Vergleich zu einem 
Referenzstamm unter dem EinfluB zu testender Substanzen 
sind i) eine pilzliche PI 3-Kinase auf einem Uberexpressi- 
onsvektor in einem entsprechenden pilzlichen Expressions- 
stamm (z. B. CaVPS34 in C. albicans uberexprimiert), ii) 
der pilzliche Expressionsstamm mit dem Ausgangsvektor. 

Die Komponenten eines Testkits fiir ein Zweihybridsy- 
stem umfassen z. B. eine pilzliche PI 3-Kinase als Fusions- 
protein mit der DNA-BindedomSne des Transkriptionsfak- 
tors GAL4 (Chien et al., log. cit.); und das interagierende 
Protein als Fusionsprotein mit der Aktivierungsdomane von 
GAIA 

Ein Testkit fur die Analyse der Expression einer pilzli- 
chen PI 3-Kinase mittels Reportergenassays ist beispiels- 
weise dadurch gekennzeichnet, daB er den Promoterbereich 
einer pilzlichen PI 3-Kinase als Fusion mit einem Reporter- 
gen (z. B. Gen fur das Griin Fluoreszierende Protein (Chal- 
fic ct al. (1994), Science 263: 802-805)) cnthalt. 

Im folgenden experimentellen Teil wird die Erfindung ex- 
emplarisch mit der PI 3-Kinase CaVps34p aus C. albicans 
'beschrieben. Sie kann aber in analoger Weise auch mit ande- 
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ren pilzlichen PI 3-Kinasen durchgefiihrt werden. 

Experimenteller Teil 

Isolierung und Klonierung von CaVPS34 

Es wurden die Sequenzen bereits bekannter PI 3-, PI 4- 
und PI-Kinase-verwandter Proteine aus anderen Spezies (S. 
ccrvisiae, Humanzellen) miteinander verglichen und festge- 
siclli; daB in alien Proteincn Bereiche existieren, die eine 
groBe Ahnlichkeit zeigen. Dabei handelt es sich vor allem 
urn die Lipidkinase-Domane. Aus zwei Bereichen konser- 
vicrtcr Aminosauren wurden unter Berucksichugung der 
spc/.ihschen Codon-Nutzung in C. albicans PGR-Primer ab- 
geleiiet. Mit Hilfe der Polymerasekettenreaklion konnte da- 
inii cin 444 bp-Produkt amplifiziert werden, welches ^kio- 
nicn und scquenziert wurde. Die Untersuchung der Horned 
logic des PCR-Produktcs zu bckannten PI-Kinascscqucnzcn. 
ergab cine 65%igc Honiologie zu Vps34p aus S. cerevisiae 
auf Aniinosaurecbene. 

Urn den gesamten offenen Leserahmen zu erhalten, 
wurde mil dem klonierten PCR-Produkt als Sonde eihe 0. 
albicans 1161 Fostnid Genbank (konstruiert von M. Strath- 
mann, Stanford, U.S.A.) gescreent. Die positiven Klone 4 
wurden miilels Souihern-Hybridisierung weiier analysiert 
lind cin Fragment mit einer GroBe von 7 kb in den Vektor 
pUC 19 subkloniert (hinterlegt als Plasmid pKEl in Esche- 
richia coli XLlBlue bei der Deutschen Sammiung von Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen GmbH DSMZ, Maschen> 
der Weg lb, D-38 124 Braunschweig, am 1.9.1998 unter der 
Nummer DSM 12398 nach den Bestimmungen des Budape- 
ster Vertrages); Nach der kompletlen Sequenzierung des 
Gens konnte ein offener Leserahmen von 3060 bp identifi- 
ziert werden (Eck, R.; Beer, K.; Wetzker, R.: EMBl>Daten- 
bank-Eintragsnummer Y09043). Dieser kodiert fur ein Pro- 
tein von 1020 Aminosauren mit einem berechneten Moleku- 
largewicht von 118 kDa. Die Homologie zu ScVps34p aus 
S. cerevisiae betragt uber das gesamte Gen auf Aminosau- 
reebene 47%, Der C-terminale Teil des Gens, welcher die 
Lipidkinasedomane entlialt, weist 65% Homologie auf. : 

Untersuchung der Expression von CaVPS34 



Die Expression des Gens wurde unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen (Temperatur 28°C, 37°C; Hyphe-^ 
ninduktion mitteis Serum oder N-Acetylgiucosamin) -analy* 
siert, um die Regulation der Expression von CaVPS34 zu 
untersuchen. Dazu wurde nach verschiedenen Zeiten (0, 15, 
30, 60, 120, 180 min) der Anteil von Hypl.enzellen be- 
stimmt und Gesamt-RNA isoliert Gleiche Mengen RNA 
wurden einer Northernanalyse unterzogen. Die Hybridisie- 
rung erfolgte unter stringenten Bedingungen mit einer 
3,0 kb-Bsml-Sonde von CaVPS34. Dabei konnte ein 3,5 kb- 
Transkript identifiziert werden, dessen GroBe mitderLange 
des Gens einschlieBlich untranslatierter Regionen iiberein- 
summt. Die Quantifizierung der Transkriptabundanzen er- 
gab eine schwache Expression (low abundancy Gen) unter 
alien getesteten Wachstumsbedingungen und Zeiten irn Ver- 
gleich zur Expression des Aktingens (Kontrolle). Das Tran- 
skriptionsmuster zeigt weiterhin die Regulation der Expres- 
sionstarke von'CaVPS34 in Abhangigkeit vom Wachstum. 
Auf einem sehr niedrigen Expressionslevel wird CaVPS34 
in C. albicans konstitutiv exprimiert. Unter Bedingungen 
sehr starken Wachstums (exponentielle Phase) erfolgt inner- 
halb von 120 min cin Ansticg der Exprcssidnsstarkc auf das 
8 bis 9f ache, Werden Hyphen- induziert, erfolgt bereits in- 
nerhalb von' 60 min eine Verzeh'nfachung der Transkripta- 
bundanz. 



Herstellung der CaVPS34-Nullmutante 

Voraussetzung fur die weitere funktionelle Charakterisie- 
rung und Evaluierung als potentielles Target von CaVPS34 

5 in C albicans war die Herstellung einer CaVPS34-Nullmu- 
tante. Da C. albicans diploid ist und keine sexuelle Phase 

' aufweist, muBte die Disruption beider Allele des Gens se- 
quentiell erfolgen. Fur die hierzu angewendete Methode des 
URA-Blastings (Fbnzi und Irwine (1993), Genetics 
10 134: 717-728) wurden am 3'- und 5-Ende des Gens etwa 
250 bp groBe Fragmente amplifiziert, deren uberhangende 
Enden Restrikuonsorte enthalten, mit Hilfe derer diese vor 
bzw. hinter die hisG-URA-hisG-Kassette des Disruptions- 
vektors pMB7 kloniert werden konnten. Die klonierten Ab- 

15 schnitte enthielten 25 bzw. 150 bp codierende Sequenz. Das 
resultierende Plasmid wurde in den URA-negativen C. albi- 

: cans-Stamm CAI4 transformiert. AnschlieBend wurden auf 
Minimaiagarplattcn (ohnc Uridin) bci 28°C uridinprototro- 
phe Transformanten selektiert. Das Replacement eines 

20 CaVPS34-Allels durch den URA-Blaster erfolgte uber die 
homologe RekombinaUon der chromosomalen Enden. Um 
diese Verfahrensweise auch auf das zweite Allel anwenden 
zu konnen, muBte zunachstdie Uridinauxotrophie der hete- 

■ rozygoten CaVPS34-Mutante^ wiederhergestellt werden. 

25 'Das wurde durch Selektion iniL Hilfe von 5-Ruorootsaure 

•" erreichL Unter diesen Bedingungen wachsen nur solche 
Transformanten, die das URA3-Gen durch intrachromoso- 
male Rekombination wieder verloren haben. Mit einer so 
' gewonnenen Ura"-Muiante erfolgte eine emeute Transfor- 

30 mation, deren &gebnis die Selektion uridinprototropher 
Mutanten war. Alle erhaltenen Mutanten wurden mitteis 
Southemanalyse uberpruft. Dabei konnte bestatigt werden, 
daB ein bzw. beide Allele von CaVPS34 disruptiert worden 
sind. Die Lebensfahigkeit der homozygoten Mutante zeigt, 

35 daB es sich bei CaVPS34 in C. albicans nicht um ein essen- 
■ tielles Gen handelt. 

Morphologische Charakterisierung der Mutanten 

40 Es erfolgte die phanotypische Charakterisierung der Mu- 
tanten. Zunachst wurden dabei morphologische Charakteri- 
stika verglichen. Fur die hchtmikroskopische Untersuchung 
wurde der differentielle Interferenzkontrast (Nomarski) ein- 
gesetzt. Dabei zeigte die heterozygote Mutante keinen Un- 
45 terschied zum Wildtyp. Die Zellen der Nullmutante weisen 
: jedoch zu einem hohen Prozentsatz stark vergroBerte Va-„ 
kuolen auf, wobei fast das gesamte Lumen der Zellen durch 
die Vakuolen ausgefuilt ist. Auch die Zellen sind gegenuber 
denen des Wlldstarnmes vergroBerL Mit Hilfe eines fluores- 
50 zierenden Vakuolenfarbstoffs (CellTracker Blue, Molecular 
Probes), welcher sich selektiv in den Vakuolen akkumuliert, 
konnte dieser Effekt fluoreszenzmikroskopisch dargestellt 
werden. 



55 



Untersuchung des Wachstums der Mutanten 



Das Wachstum beider Mutanten wurde in Komplexme- 
dium* (YEPD) bei 28°C vergleichend zum Wildtypstamm 
untersuchL Dazu wurden Wachstumskurven uber einen 

60 Zeitraum von 90 h aufgenommen. Die spezifischen Wachs- 
tumsraten und Verdopplungszeiten fur das exponentielle 
Wachstum von Wildtyp und heterozygoter Mutante sind 
gleich, wahrend die Nullmutante ein verlangsamtes Wachs- 
tum aufweist Das Verhaltnis der Verdopplungszeiten be- 

65 tragt 1 (V^ r ildtyp): 1 (Hctrozygotc): 1,8 (Nullmutante). 
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Vergleich der Hyphenbildung des Wildtyps und der Mutan- 
ten 

Die Fahigkek von C. albicans, Hyphen zu bilden, wind als 
ein wichliger Virulenzfaktor diskutiert. In diesem Zusanv 5 
menhang wurde uberpriift, ob die CaVPS34-Mutanten noch 
in der Lage sind, den morphoiogischen Switch vom SproB- 
zellwachstum zum hyphalen Wachstum (Dimorphismus) 
auszufuhren. Dazu wurde unter den Bedingungen einer 
Fiussigkultur in Vollmedium (YEPD) bei 37°C und unter 10 
Zugabe von 15% fotalem Kalberserum die Hyphenbildung 
irn Vergleich zum Wildtyp untersucht. Wiederum waren 
zwischen dem Wildtyp und der heterozygoten Mutante 
keine Unterschiede feststellbar. Die Nullmutante zeigte je- 
doch eine Verzogerung bei der Bildung von Hyphen. Nach 15 
30 min Inkubation waren 50% der Zellen des Wildtypstam- 
mes zum Hyphenwachsium ubergegangen, die NuUrautanie 
crrcichtc dicscn Antcil an Hyphcnzcllen dagcgcn erst nach. 
110 min. Auch in den Hyphen der Nullmutante he Ben sich 
vergroBerte Vakuolen erkennen. 20 

Untersuchung der Mutanten auf osmotischeSensitivitat 

Die Testung der Mutanten auf Resistenz bzw. Sensiti vital 
1 gegenuber osinolischem SlreB erbrachle„folgendes Ergeb- 25 
nis: Wiihrend der Wildstamm und die Heterozygote bei 1 M 
und 1^ M NaCl auf Komplexagar normal wuchsen, war das 
Wachstum der Nullmutante deutiich gehemmt. Derselbe Ef- 
fekt war bei 1 M und 1,5 M KC1 zu beobachten. Diese man- 
gelnde Anpassung an den osmotischen StreB ist wahrschein- 30 
lich auf die eingeschrankte Funktionsfahigkeit der \&kuole 
in der Nullmutante zuruckzufuhren. 



Untersuchung des Adharenzverhaltens der Mutanten 



35 



Der Assay wurde in Mikrotiterplattenformat durchge- 
fiihrL Dabei wurden zwei verschiedene Zeilinien verwendet 
(L929 Fibroblasten aus Mausen und HeLa-Karzinomzel- 
len). Nach dem Beschicken der Mikrotiterplatten mit den 
entsprechenden Zellen, wurden diese 96 h inkubiert. Da- 40 
nach wurde das Medium entfemt und die Zellen gewaschen. 
Anschlie6end erfolgte die Zugabe der Candida-Zellen (2 x 
10 6 Zellen/ml in Sabouraud- Medium +15% fotales Kalber- 
serum) und eine zweistiindige Inkubation der Kulturen bei 
37°C AnschlieBend erfolgte die Farbung der Candida-Zel-^ 45 
len durch die Zugabe von 20 ug/mi Cafcofluor- white und 
eine nochmalige 30 miniitige Inkubation bei 37 U C. Nach 
mehrfachem Waschen der Testansatze verblieben nur adha- 
rierte Zellen auf der Mikrotiterplatte, deren Fluoreszenz irn 
FluoreszenzmeBgerat vermessen werden konnte. Ausge- 50 
driickt in relativen Fluoreszenzeinheiten erhalt man beim 
Vergleich des Wildtypstammes mit der Nullmutante ein \fer-, . . 
haltnis von 100 : 2,5. Die Adharenz der Mutantenzellen ist , 
also fast vollstandig gehemmt. 

55 

Virulenztests 

Es wurden sechs Wochen alte mannliche NMRI-Mause 
(Harlan- Wmkelmann, Borchen) eingesetzt, die zu je funf 
Heron in einem Kafig gehalten und jeden Tag kontrolliert 60 
wurden. Fur die Virulenztests wurde C. albicans in Sabou- 
raud-Medium bis zur spaten logarithmischen Phase kulli- 
viert, dann dreimal mit physiologischer Kochsalzlosung ge- 
waschen und auf eine Zellzahl von 1 x 10 8 /ml einges.tellL 

Die Applikation der Kcimc in die Mausc erfolgte. in 65 
200 ul physiologischer NaCl-Losung in die Schwanzvene • 
der Here. Dabei wurden jeweils funf Mause pro Versuch mil 
derselben Anzahl an Keimen inokuliert. Die pro Tier ge- 



wahlten Keimzahlen betrugen 5 x 10 6 ; 5 x 10 s und 5 x 10 4 . 
Als Kontrolle wurde funf Mausen 200 ul Puffer gespritzt 

I^r Vergleich erfolgte zwischen dem Wldtypstamm (SC. 
5314), der uridinprototrophen T^nfachmutante 
(C A14A vps 34ATPS 34) und der uridinprototrophen Nullmu- 
tante (CA14Avps34/Avps34). Uber den gesamten Verlauf 
der Versuche von jeweils drei Wochen wurden die Mause re- 
gelrnaBig gewogen und auBerlich auf ihren Gesundheitszu- 
stand untersuchL Es wurden insgesarnt drei zeitlich unab- 
hangige Versuche durchgefuhrt. Die taglichen Uberlebens- 
raten von der mit dem Wildtypstamm bzw. der Nullmutante 
infizierten Mause sind in Abb. 1 dargeslellt. 

Nach Applikation des Wildtyp-Stamms SC 5314 in der 
hochsten Keimzahl erfolgte ein sehr rasches Absterben der 
Tiere, so daB nach vier Tagen alle Mause verstorben waren. 
Das ist auf eine durch C. albicans ausgeloste Sepsis zuruck- 
zufuhren. Die mittlere Keimzahl lieB die Uberlebensrate 
nach sechs Tagcn auf 20% absinken, cin EfTckt, der cben- 
falls der Sepsis zuzuordnen ist Die niedrigste Keimzahl 
zeigt einen langsameren Krankheitsverlauf. Hier war die 
Uberlebensrate nach 12 Tagen auf 35% abgesunken. Als Ur- 
sache dieses Verlaufes ist eine Nierencandidosis anzusehen. 
Dabei komml es zu einer systemischen Infektion durch C. 
albicans mit anschlieBendem Organ versagen der Nieren. 
Bei AbschluB des Versuche** nach 20 Tagen beurug die Uber- 
lebensrate 15%. Die uberlebenden Mause wurden abgetotet 
und auf die Belastung ihrer Nieren niit C. albicans unter- 
suchL Dazu wurden die Nieren herausprapariert, gewogen, 
in 3 ml Puffer aufgenommen, anschlieBend zermorsert und 
in verschiedenen Verduhnungen auf Komplexagar ausplat- 
tiert So. konnte die Keimzahl von Candida in den Nieren * 
festgestelit werden. Es zeigte sich, daB auch die Nieren der, 
uberlebenden Tiere sehr stark nut Candida belastet waren. . 

Der Verlauf des Infektionsversuches mit der Einfachmu- 
tante ist in den beiden hoheren Keimzahlen im wesentlichen , 
mit dem des Wildtyps vergleichbar. Auch hier kommt es auf 
Grund einer Sepsis zum raschen Absterben der Tiere. Der 
Krankheitsverlauf bei der niedrigsten Konzentration ist je- 
doch im Vergleich zum Wildtyp verzogert Nach 12 Tagen 
uberlebten noch 55% der Mause. Bis zum Ende des Versu- 
ches verringerte sich die Uberlebensrate noch einmal auf 
.25% und lag damit doppelt so hoch wie beim Wildtyp- Ver- 
such. Diese Ergebnisse zeigen, daB das Krankheitsbild der 
Nierencandidosis in der heterozygoten Mutante langsamer 
ausgepragt wird. Das spricht dafurvdaB die Virulenz dieser 
Mutanten in bezug auf eine systemische InfektiotF^inge— ' 
schrankt ist. 

Nach Applikation der Nullmutante konnte in alien drei 
Konzentrauonen keinerlei Krankheitsbild bei den Mausen 
festgestelit werden. Die Ubeflebensraten nach 20 Tagen be- 
trugen 100%. Damit wurde deutiich gezeigt, daB CaVPS34- 
Nullmutanten im Maus-Candidosis-Modell avirulent sind. 
Je drei Mause pro Keimzahl und Vfersuch wurden auf eine 
mogliche Candida-Belastung der Nieren gelestet (wie be- 
reits fur den Wildstamm beschrieben), wobei wiederum kein 
Befall festgestelit werden konnte. 

Parallel zu den Virulenzversuchen wurden je drei Mause 
pro Wildstamm, Einfachmutante und Nullmutante mit der 
Keimzahtvon 5x10^ Zellen inokuliert und nach drei Tagen 
abgetotet, urn die, Nieren nach Entnahme zu untersuchen. 
Am hochsten war die Candida- Keimzahl in den Nieren der 
Tieren, welche den Wildstamm appliziert bekommen hatten. 
Die Keimzahl in den Nieren der mit der Einfachmutante be- 
lasteten.Mause betrug nur ein Viertel davon. Die Besiedlung 
der. Nieren durch Candida-Zcllcn, denen cin Allcl von 
CaVPS34 fehlt, erfolgt also langsamer. In den Nieren der 
; Mause, denen die CaVPS34-Nullmutante appliziert wurde, 
war C. albicans nach drei Tagen iiBerhaupt nicht nachweis- 
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bar. Da a jch die Mause des Infekuonsversuches Uber 20 
Tage nach AbschluB keinerlei Candida-Besiedlung der Nie- 
ren aufwiesen, konnte gezeigt werden, daB CaVPS34 fur die 
Besiediung der Nieren mir C. albicans und die Virulenz im 
Mausmodell essentiell ist. 

PI 3-Kinase-Untersuchungen 



Fur d ie Etablierung eines PI 3-Kinase- Assays mit C. albi- 
cans' wurde untersucht. welche PI 3-Kinaseaktivitateii in io 
Wildstamm und Nullmutante vorliegen. Dazu wurden Pro- 
teinrohextrakte aus Zellen hergestellt, die bei 28°C in Kom- 
plexmedium bis zur mittleren logarithmischen Phase ge- 
wachsen waren. Die Rohexirakte wurden durch Ultrazehtri- 
fugation in cytosolische und membranose Fraktionen ge- I5 r 
trennt. Jeweils 4 ug Protein der einzelnen Fraktionen wur- 
den fur den PI 3-Kinase- Assay eingesetzt. Die 50ul-An- 
satzc bcstandcn aus 20 mM HEPES, pH 7,5; 10 mM MgCl 2 ; 
0,2 rng/ml ultraschallbehandeltem Phosphatidyliriosiioi; 
60 uM ATP; 10 uCi fc 32 P] ATP und 4 ug Gesamtprotein. 20 
Nach 5 min Inkubationszeil bei 25°C wurden die Reaktio 
nen mit 1 M HC1 abgestoppt und die Lipide mit Chloroform/ . 
Methanol (1 : i) extrahiert. Es erfblgle die Auftrennung und 
Detektion der Reaktionsprodukte mittels Dunnschichtchro- 
matograJie. Als Konlrolle wurde ein PI 3-Kinasesumdard 25 
mitgef uhrt Im Wildstamm war die PI 3-Kinaseakti vitat der 
Membranfraktion hoher als die des Cytosols. Die Nullmu- 
tante zeigte eine geringe PI 3-Kinase-Restaktivitat. Durch 
Zugabe von Phosphatidylinositol(4)phosphat und Phbspha- _ , 
,tidylinositol(4,5)bisphosphat zura beschriebenen PI 3-Ki- ' 30 
nase- Assay wurde das Substratspektrurn der in C. albicans 
vorkommenden PI 3-Kinase(n) untersucht. Unter den ge- 
wahlten Bedingungen wurde ausschlieBlich Phosphatidyl!- 

nositol phosphoryliert. 

In einem weiteren Versuch wurde die Hemmbarkeit mit' r ^ 
dem PI 3-Kinaseinhibitor Wortmannin untersucht. Die PI 3- 
Kinaseaktivitat der Proteinextrakte des Wildstamms wurde 
durch 10 uM Wortmannin deutlich gehemmt. , V ' , 

Ausfuhrungsbeispiel (Beispiel fur ein Screeningverfahren) 40 

1 . Gewinnung von CaVps34p fur den Einsatz. im PI 3-Ki- 
nase-Assay 

1.1. Gewinnung von Proteinrohextrakten bzw. von einzel- ^45 

nen Proteinfraktioneif- '. 

C. albicans SC 5314 wird bis zur mitderen lbgarithmi-; 
schen Phase in YEPD-Medium kultiviert. Die Zellen wer- 
den abzentrifugiert und 2 mal in 1 x PBS-Puffer gewaschen. 50 
AnschlieBend werden sie in Extraktionspuffer aufgenom- 
men (0,1 MKC1, 15 mM HEPES pH 7,5, 3 mM EGTA, 10% 
. Glycerol, 1 mM PMSF, 1 ug/ml Pepstatin, Proteaseinhibito-' 
rencocktail) und nach Zugabe von Glasperlen im Bead-Bea- ; , 
ter aufgeschlossen. Das Lysat wird durch Zentrirugatioh bei 55 
4800 rpm geklan. Im PI 3-Kinase-Assay karin nun der Pro- 
teinrohextrakt oder aber eine dler beiden durch ziisatzliche' " 
Ultrazentrifugation bei 100,600 x g aufgetrennteh Fraktio-' 
nen (cytosolische Fraktion, Membranfraktion) eingesetzt 
werden. Es werden jeweils 4 ug Gesamtprotein pro Me&ah- 60 
satz im PI 3-Kinase-Assay eingesetzt. | ' 

1.2. Herstellung von CaVps34p als rekombitiantes Protein i ; 

Fur die rckombinantc Herstellung des Proteins wird der 65 
Expressionsvektor pESPl (STjRATAGENE) aus S^^nibfc 
verwendet. CaVPS34 wird mit Hilfe entsprechender Primer ' 
und dem Plasmid pKEl (DSMZ-Eintragsnummer 12398) 



als Template miuels PCR ampufiziert und uber BamHI und 
Smal im richtigen Leserahmen in diesen Vektor kloniert 
Die klonierte proteinkodierende Sequenz befindet sich da- 
mit hinter dem Glutathion-S-Transferase(GST)-Teil und 
wird als Fusionsprotein mit GST exprimiert Die Expression 
erfoigt in dem Leu -Stamm S. pombe SP-Q01. Mit dem im 
Vektor enthaltenen Leu-Gen aus S. cerevisiae als Selekti- 
onsmarker kann diese Auxotrophie komplementiert werden. 
Die Induktion erfoigt durch Wachstum in EMM-Medium 
ohne Thiamin, da pESPl einen durch Thiamin reprimierba- 
ren Promoter enthalt. Der AufschluB der Zellen wird in 
PBST-Puffer unter Zugabe von Proteasehemirnrrn durch 
Vortexieren mit Glasperlen erreichL Die Zelltru!:;mer wer- 
den abzentrifugiert und das Protein aus dem Uberstand mit 
r Hilfe von Giutathion-Sepharose aufgereinigt. 



1.3, Gewinnung von CaVps34p mittels nativer Immunprazi- 
1 pitalion aus Zcilcxtraktcn vonC albicans 

Die native Inimunprazipitation der PI 3-Kinase aus C. al- 
bicans erfoigt nach der in der Literatur (Stack et al., log. cit.) 
fur ScVps34p aus S. cerevisiae beschriebenen Methode. C. 
albicans SC 5314 wird bis zur mittleren logarithmischen 
Phase bei 28°C iti 'YEPD-Medium kultiviert. Nach dem Ab- 
zenlrif ugieren und Waschen der Zellen, werden diese in kal- 
tem TBS-Puffer (140 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, pH 7,4) 
in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 
1 yg/ml Pepstatin, Proteaseinhibitorcocktail) aufgenommen 
und mit Hilfe von Glasperlen (0 0,5 mm) in einem Bead- 
Beater aufgeschlossen. Das Lysat wird bei 13 000 x g 2 min 
zentrifugiert (4°Q und uber Protein A-Sepharose vorgerei- 
nigt AnschlieBend erfoigt fiir 2-4 h bei 4°C die Inkubation 
mit CaVps34p-spezifischem Antiserum. Die prazipitierten 
Imrhunkomplexe werden uber Protein A-Sepharose gerei- 
nigt und mehrmals mit TBS-Puffer gewaschen. 

2. PI 3-Kinase-Assay im Mikrotiterplattenformat 

Urn in kurzer Zeit sehr viele Substanzen auf ihre mogli- 
che inhibitorische Wirkung auf die Phosphatidylinositol 3- 
Kinase testen zu konnen (high-throughput-screening), wer- 
den die Assays in Mikrotiterplatten durchgefuhrt Ein sol- 
cher Ansatz (50 ul) besteht aus folgenden Komponenten: 20 
mM HEPES; pH 7,5; 10 mM MgCl 2 ; 0,2 mg/ml ultraschall- 
behandeltes Phosphatidylinositol; 60 uM ATP; lOpCi [y- 
32 P] ATP; 0,2-Qv5 OD 60 o-Aquivalente immunpraaipitiertes.r 
CaVps34p oder 4 ug Gesamtprotein. Die Reaktionsansatze 
warden in versehiedenen Konzentrationen mit den zu testen- 
den Substanzen versetzt unci 5 min bei 25°C vorinkubiert. 
Durch Zugabe von ATP wird die Reaktion gestartet. Nach 
5 min bei 25°C wird die Reaktion durch die Zugabe von 
80 pi I'M HCl abgestoppW und mit 160 ul Chloroform/Me- 
thanol (1 : 1) werden die Lipide extrahiert. Die organische 
Phase, welche'die Lipide enthalt, wird schlieBlich eingeengt 
und mil 250 ul eines Scintillators (z. B. CytoScint von ICN) 
versetzt. Mittels eines Scintillationscounters kann nun der 
' Anteil des eingebauten 32 P vermessen werden. Als Standard 
zum Vergleich wird ein PI 3-Kinase-Assay ohne Zugabe ei- 
ner zu testenden Substariz mitgefuhrt. Liegt der gemessene 
Wert fur den Einbau von radioaktivem Phosphor bei einem 
Ansatz mit eider Testsubstanz unter dem Wert des PI 3-Ki- 
nase-Standards, so hat diese Substanz eine inhibitorische 
Wirkung aiif die PI 3-Kinase/ Als Standard fur die inhibito- 
rische Wirkung einer Sufestanz auf die PI 3-Kinaseaktivitat 
wird Wortmannin als PI 3-Kinasc-Inhibitor eingesetzt. Wci- 
tere Kontrollansatze sind Assays, die nur mit den Losungs- 
miiteln der Substanzen (z. B. DMSO) vorinkubiert werden. 
Damit soil ausgeschlossen werden, daB die PI 3-Kinase-Ak- 
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tivitat bereits durch den EinfluB von Lbsungsmiueln beein- 
trachugt winL 

3. Bereitstellung eines Testkits fur die Durchfuhrung von PI 
3-Kinase-Assays zum Screening nach Inhibitoren der PI 3- 5 
Kinase aus C. albicans 

Der Kit enthalt a) die PI 3-Kinase aus C. albicans auf ei- 
nem Expressionsvektor (pESPl) in rekombinanten S. 
pombe SP-QOl-Zellen, aus denen die PI 3-Kinase nach In- 10 
duktion der Expression unter Verwendung voaStandardpro- 
zeduren isolierl werden kann; oder aber das bereus gerei- 
nigte rekombinante Protein und b) ein Lipidgemisch aus 
Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin, Phosphatidylse- 
rin, Phosphoethanolamin und Sphingomyelin als Substrat J5 
c) ein Gernisch aus ATP und [y-%] ATP als Phcsphorylie- 
rungsreagenz und d) den Reaktionspuffer, bestetiehd aus 20 ' 
raM HEPES, pH 7,5 un<J 10 mM MgCl 2 . \ 

Experimentelle Protokolle, die im Zusafnmenhang mit 
der vorliegenden Erfindung verwendet aber nicht r 1^chrie- 20 
ben wurden, sind in der Literatur als ^tandardrnethoden. be- 
schrieben (z. B. Sambrook et al., Molecular Cloning, .Cold 
Spring Harbor Laboratory Press,. 1.989; Ausubel et.'aLi Cur- . 
rent Protocols in Molecular Biology, John Wiley,* 1995). 

Patentanspriiche . . - 

1. Verwendung von pilzlichen, PI 3rKinasen". zum 
Screening nach antifungal wirksamen Substanzen. 

2. Verwendung von pilzlichen PI, 3-Kinasen, gemaB 30 
. Anspnich 1, gekennzeichnet dadurch, daB das Scree- 

. ning in einem zellfreien Testsystem erfolgt 

3. Verwendung von pilzlichen . PI 3-Kinasen gemaB 
. Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafi das Scree- 
ning in einem zellularen Testsystem erfolgL 3S , , 

4. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafi die PI 3-Ki- 
nase aus einem pilzlichen Organismus, ausgewanlt aus 
der Gruppe der humanpathogenen Pilze wie Candida 
albicans, C. siellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, 40 . 
C. krusei, C glabrata, C pseudotropicalis, C. guiller- 

. mondii, C. rugosa, Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. 
niger, A. nidulans, A. terreus, Rhizopus oryzae, Absi- 
dia corymbifera, A. ramosa, Mucor pusillus. Tricho- 
phyton mentagrophytes, T. rubrum, Epidermophyton 45 
floccosum und Microsporum cams,*?lammL 

5. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 4, gekennzeichnet dadurch, dafi es sich bei 
der PI 3-Kinase um CaVps34p aus Candida albicans 
handelt -50 

6. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dafi die verwen- 
dete PI 3-Kinase aus einem Organismus der Gruppe der 
nicht humanpathogenen Pilze ausgewahlt wird 

7. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 55 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, dafi das Testsy- 
stem ein zelifreies System zur Bestimmung der PI 3- 
Kinaseaktivitat unter dem EinfluB zu testender Sub- 
stanzen ist. 

• 8. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 60 
. Anspnich 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zelifreies System zur Bestimmung der Lipid- 
bindungsaktivitat der PI 3-Kinase unter dem EinfluB zu 
testender Substanzen ist. 

9. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinascn gemaB 65 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
. stem ein zelifreies System zur Bestimmung der Pro;, \ ' ' • 
teinkinaseaktivitat der PI 3-Kinase unter dem EinfluB 
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zu testender Substanzen ist 

10. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zelifreies System zur Bestimmung der Auto- 
phosphorylierung der PI 3-Kinasen unter dem EinfluB 
zu testender Substanzen isL 

11. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zelifreies System zur Untersuchung der Inter- 
aktionen pilzlicher PI 3-Kinasen mit anderen Proteinen 
unter dem EinfluB zu testender Substanzen ist 

12. Verwendung vom pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 3; gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zellulares System zur Untersuchung der Wir- 
kung von Substanzen auf eihen eine PI 3-Kinase iiber- 
exprimierenden Pilzstamm im Vergleich zu einem Re- 
feren^tairirn ist. 

.13. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinascn gemaB 
Anspruch 3^ gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
stem ein zellulares System zur Untersuchung der Inter- 
aktionen pilzlicher PI 3-Kinasen mit anderen Proteinen 
unter dem EinfluB zu. testender Substanzen isL 

14. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch ^ gekennzeichnet dadurch, daB das Testsy- 
sleni eiri zeUula^es Systeiii zur Untersuchung des Ein- 
husses zu testender Substanzen : auf die Transkription 
von Genen pilzlicher PI 3-Kinasen ist 

15. ; Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Phosphatidylinositol 3- 
Kihaseaktivitat aus einem pilzlichen Organismus ein- 
gesetzt werden, wobei die Testsysteme aus folgenden 
Komponenten bestehen: 

a) PI 3-Kinase 
' b) Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthal- 
tend Phosphatidylinositol) 

c) Reaktionspuffer : 

d) zu testende Substanz. 

16. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Lipidbindungsakti vital 
pilzlicher PI 3-Kinasen in einem ELISA-Test einge- 
setzt werden, wobei das Testsystem aus folgenden 
Komponenten besteht: - ~ 

a) oberflachenfixiertes Phosphatidylinositol 

b) PI 3-Kinase 

c) Antikorper gegen PI 3-Kinase 

d) enzymkonjugierter Anti-IgG- Antikorper 

e) Blocking-Reagenzien 
0 Wasch-S ubstanzen 

d) zu testende Substanz. 

17. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Proteinkinaseakti vital 
pilzlicher PI 3-Kinasen eingesetzt werden, wobei das 
Testsystem aus folgenden Komponenten besteht: 

a) PI 3-Kinase 

b) Proieinsubstrat der PI 3-Kinase 

c) Reaktionspuffer 

d) zu testende Substanz. 

18. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von "Substanzen auf die Proteinkinaseaktivitai 
pilzlicher PI 3-liinasen in einem ELiSA-Assay einge- 



DE 199 42 268 A 1 



17 



18 



seat werden, wobei das Testsystem aus folgenden 
Komponenten besteht: 
a) PI 3-Kinase 

h) Proteinsubstrat der PI 3-Kinase 

c) Antikorper gegen eine phosphorylierte Amino- 5 
saure 

d) enzymkonjugierter Anti-IgG-Antikorper 

e) Blocking-Reagenzien 

f) Wasch-Substanzen 

g) zu testende Substanz. 10 

19. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 
Anspruch L gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Autophosphorylierung 
von pilzlichen PI 3-Kinasen eingeselzt werden, wobei 15 
das Testsystem aus folgenden Komponenten besteht: 

a) PI3-Kinase 

b) Rcaktionspuffcr 

c) zu testende Substanz. 

20. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen gemaB 20 
Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB zellfreie 
Testsysteme zur Untersuchung der inhibitorischen Wir- 
kung von Substanzen auf die Autophosphorylierung 
von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem ELISA-Test ein- 
gesetzt werden, wobei das Testsystem aus folgenden 25 
Komponenten besteht: 

a) PI3-Kinase 

b) Antikorper gegen eine phosphorylierte Ami- 
nosaure 

c) enzymkonjugierter Anti-IgG-Antikorper 30 

d) Blocking-Reagenzien 

e) Wasch-Substanzen 

f) zu testende Substanz. 

21. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien Testsystem gemaB Anspruch 2, gekennzeich- 35 
net dadurch, daB die verwendete PI 3-Kinase als Kom- 
ponente eines Proteinrohextraktes vorliegt. 

22. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien Testsystem gemaB Anspruch 2, gekennzeich- 
net dadurch, daB die PI 3-Kinase aus Zellextrakten von 40 
C. albicans mittels Immunprazipitation mit Hilfe eines 
Antikorpers gegen diese PI 3-Kinase gewonnen wird. 

23. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien Testsystem gemaB Anspruch 2, gekennzeich- 
net dadurch, daB die PI 3-Kinase aus C. albicans aus ^45 
Zellextrakten von C albicans- oderSn>erevisiae-Stam- * : 
men immunprazipitiert wird, welche diese zusatzlich 
von einem Mulucopy-Plasmid exprimieren. 

24. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien Testsystem gemaB Anspruch 2, gekennzeich- 50 
net dadurch, daB die PI 3-Kinase als rekombinantes 
Protein in einem geeigneten Expressionssystem herge- 
stellt und in gereinigter Form im Assay eingesetzt wird. 

25. Verwendung von pilzlichen PI 3-Kinasen in einem 
zellfreien Testsystem gemaB Anspruch 2, gekennzeich- 55 
net dadurch, daB die PI 3-Kinase durch partieile Reini- 
gung mittels Amrnoniumsulfatfallung aus pilzlichen 
Zellextrakten gewonnen wird. 

26. Verwendung der PI 3-Kinase aus C. albicans als 
Target in einem zellularen Testsystem gemaB Anspruch 60 
3, gekennzeichnet dadurch, daB der EinfluB der zu te- 
stenden Substanzen auf das Wachstum eines C albi- 
cans-Stammes, der diese PI 3-Kinase auf einem Uber- 
expressionsvektor enthalt im Vergleich zu einem C. al- 
bicans-Stamm, der nur den Ausgangsvcktor enthalt, 65 
untersucht wird. 

27. Verwendung der PI 3-Kinase aus C albicans als 
Target in einem zellularen Testsystem gemaB Anspruch 



3, gekennzeichnet dadurch, daB der EinfluB der zu te- 
stenden Substanzen auf das Wachstum eines C albi- 
cans-Stammes, der diese PI 3-Kinase auf einem oder 
mehreren Chromosornen unterder Kontraile eines star- 
ken und/oder regulierbaren Promoters enthalL, im Ver- 
gleich zu einem C. albicans-Stamm, der nur die Wild- 
typallele enthalt, untersucht wird. 

28. Verwendung der PI 3-Kinase gemaB Anspruch 26 
und 27, wobei der Uberexpressions- und Referenz- 
stamm aus einem anderen pilzliche Organismus er- 
zeugt werden und die uberexprimierte PI 3-Kinase aus 
diesem Organismus starnmt. 

29. Testkit zum Screening nach antifungalen Sustan- 
zen, gekennzeichnet dadurch, daB er eine pilzliche PI 
3-Kinase enthalt. 

30. Testkit gemaB Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, daB er die Komponenten eines zellfreien PI 3- 
Kinasc-Tcstsystcms enthalt, wobei die Komponenten 
sind: 

a) eine pilzliche PI 3-Kinase 

b) Substrat (Lipidgemisch, mindestens enthal- 
tend Phosphatidylinositol) 

c) GemischausATPund[7- 32 P]ATP 

d) Reaktionspuffer. 

31. Testkit gemaB Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, daB er die Komponenten eines zellularen Testsy- 
stems auf der Grundlage des Vergleichs des Wachstums 
eines PI 3-Kinase-Uberexpressionsstammes im Ver- 
gleich zu einem Referenzstamm unter dem EinfluB zu 
testender Substanzen enthalt, wobei die Komponenten 
a) eine pilzliche PI 3-Kinase auf einem Oberexpressi- 
onsvektor in einem entsprechenden pilzlichen Expres- 
sionsstamm, b) den entsprechenden pilzlichen Expres- 
sionsstamm mit dem Ausgangsvektor sind. 

32. Testkit gemaB Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, daB er die Komponenten fur die in vitro Unter- 
suchung von Interaktionen einer pilzlichen PI 3-Kinase 
mit anderen Proteinen enthalt, wobei die Komponenten 
eine pilzliche PI 3-Kinase und ein interagierendes Pro- 
tein umfassen. 

33. Testkit gemaB Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, daB er die Komponenten fur ein Zweihybridsy- 
stem enthalt, umfassend eine pilzliche PI 3-Kinase als 
Fusionsprotein mit der DNA-Bindedomane eines Tran- 
skriptionsfaktors und das interagierende Protein als Fu- 
sionsprotein mit der Akdvierungsdomane dieees Tran-- 
skripdonsfaktors. 

34. Testkit gemaB Anspruch 29, gekennzeichnet da- 
durch, daB er die Komponenten fur die Analyse der Ex- 
pression einer pilzlichen PI 3-Kinase mittels Reporter- 
genassays, umfassend den Promoterbereich einer pilz- 
lichen PI 3-Kinase fusioniert mit einem Reportergen 
enthalt. 
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